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ΠΕΡΙΛΗΨΗ 
 
Παρόλο που τα γεωργικά φάρμακα αποτελούν σημαντική πτυχή της σύγχρονης 
γεωργίας, η υπερβολική και επίμονη χρήση τους έχει ως αποτέλεσμα τη σοβαρή 
ρύπανση του εδάφους και κατ’επέκταση του περιβάλλοντος. Προηγούμενες μελέτες 
έχουν δείξει ότι τα νιτρωδοποιητικά βακτήρια (ΑΟΒ) εμφανίζουν υψηλή ευαισθησία 
στα γεωργικά φάρμακα και μπορούν να χρησιμοποιηθούν ως βιοδείκτες για την 
εκτίμηση της τοξικότητας των γεωργικών φαρμάκων στους μικροοργανισμούς του 
εδάφους. Τα ΑΟΒ παίρνουν μέρος στη νιτροποίηση, τη βασικότερη διεργασία στον 
κύκλο του αζώτου. Νιτροποίηση ονομάζεται η μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων ή 
αμμωνίας αρχικά σε νιτρώδη και στην συνέχεια σε νιτρικά. Η διεργασία 
πραγματοποιείται σε δύο βήματα: Στο πρώτο στάδιο η αμμωνία (NH3) μετατρέπεται 
σε νιτρώδη (ΝΟ2
-) με ενδιάμεση παραγωγή υδροξυλαμίνης (ΝΗ2ΟΗ) από 
Νιτρωδοποιητικά Βακτήρια και Νιτρωδοποιητικά Αρχαία (ΑΟΑ). Στο δεύτερο 
στάδιο τα νιτρώδη ιόντα μετατρέπονται σε νιτρικά (NO3
- ) από νιτρικοποιητικά 
βακτήρια. Οι περισσότερες μελέτες σήμερα έχουν εστιάσει στην εκτίμηση των 
επιπτώσεων των μητρικών ουσιών στους μικροοργανισμούς του εδάφους, ενώ λίγα 
πράγματα είναι γνωστά την πιθανή τοξικότητα των μεταβολικών προιόντων τους. 
Έτσι στη παρούσα εργασία μελετήθηκε η επίδραση της 3,5-διχλωροανιλίνης (3,5-
DCA), του κύριου μεταβολίτη του μυκητοκτόνου iprodione στην νιτροποίηση και 
ειδικότερα στα ΑΟΒ. Παράλληλη μελέτη από τον Γ. Τζηκούλη εξέτασε την 
επίδραση της 3,5-DCA στα ΑΟΑ. Πραγματοποιήθηκε πείραμα εργαστηριακής 
κλίμακας όπου σε δείγματα εδάφους, που είχαν δεχτεί ή όχι αρχικά αμμωνιακή 
λίπανση, εφαρμόστηκαν αυξανόμενες δόσεις της 3,5-DCA (0.6, 6 και 60 μg/g). 
Αυτές οι συγκεντρώσεις αντιστοιχούν στις συγκεντρώσεις της 3,5-DCA που 
αναμένεται να σχηματιστούν από την υδρόλυση του iprodione στο έδαφος μετά από 
εφαρμογή δόσεων x1, x10 και x100 της συνιστώμενης. H επίδραση της 3,5-DCA 
στη νιτροποίηση εκτιμήθηκε μέσω προσδιορισμού του ρυθμού δυνητικής 
νιτροποίησης και της αφθονίας των ΑΟΒ με q-PCR. Παράλληλα προσδιορίστηκε 
και η αποδόμηση της 3,5-DCA στο έδαφος σε κάθε δοση εφαρμογής ώστε να 
βρεθούν πιθανές συσχετίσεις μεταξύ της διάρκειας έκθεσης και της ανάκαμψης της 
μικροβιακής κοινότητας από πιθανές επιπτώσεις. Συνολικά η εφαρμογή της 
υψηλότερης δόσης 3,5-DCA (60 μg/g) και μόνο αυτή, οδήγησε σε σημαντική αλλά 
πρόσκαιρη ανάσχεση της δυνητικής νιτροποίησης η οποία επανήλθε στα επίπεδα του 
μάρτυρα από τις 28 ημέρες και μετά. Η μείωση αυτή της δυνητικής νιτροποίησης δεν 
αντικατοπτρίστηκε στην αφθονία των ΑΟΒ, που δεν επηρεάστηκε από την 
εφαρμογή 3,5-DCA. Η περιορισμένης διάρκειας επίδραση της 3,5-DCA στην 
δυνητική νιτροποίηση πιθανότατα οφείλεται στην ταχύτατη αποδόμηση της 3,5-
DCA στο έδαφος σε όλες τις δόσεις εφαρμογής (DT50 = 1.14-3.77 ημέρες). 
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ABSTRACT 
 
Although pesticides constitute an important aspect of modern agriculture, their 
excessive and persistent use results in severe soil and environmental pollution. 
Previous studies have shown that ammonia-oxidizing bacteria (AOB) are highly 
susceptible to pesticides and can be used as biomarkers to assess the toxicity of 
pesticides in soil microorganisms. AOBs take part in nitrification, the most 
fundamental process in the nitrogen cycle. Nitrification is the microbial conversion 
of ammonium ions or ammonia initially into nitrite and finally to nitrate. The 
nitrification process consists of two steps: In the first step ammonia (NH3) is 
converted to nitrite (NO2-) through intermediate formation of hydroxylamine 
(NH2OH) by ammonia-oxidizing bacteria (AOB) and ammonia-oxidizing Archaea 
(AOA). In the second step the nitrite ions are converted to nitrate (NO3-) by the 
nitrite-oxidizing bacteria. Most studies have focused on assessing the effects of 
parent substances on soil microorganisms, and little is known about the possible 
toxicity of their metabolic products. Thus, in the present research the effect of 3,5-
dichloroaniline (3,5-DCA), the major metabolite of the fungicide iprodione, was 
studied on nitrification and especially on AOBs. A parallel study by G. Tzikoulis 
studied the effect of 3,5-DCA on the AOAs. A laboratory scale experiment was 
performed where in soil samples, with the initially presence or absence of ammonia 
fertilization, increased doses of 3,5-DCA (0.6, 6 and 60 μg/g) were applied. These 
concentrations correspond to the concentrations of 3,5-DCA expected to be formed 
by the hydrolysis of iprodione in the soil after the application of x1, x10 and x100 of 
the recommended dose. The effect of 3,5-DCA on nitrification was assessed by 
determining the rate of potential nitrification and abundance of AOBs by q-PCR. At 
the same time, the degradation of 3,5-DCA in the soil at each application dose was 
determined to find possible correlations between the duration of exposure and the 
recovery of the microbial community from potential impacts. Overall, the application 
of the highest dose of 3,5-DCA (60 μg/g) alone resulted in a significant but 
temporary inhibition of potential nitrification which returned to control levels from 
28 days and afterwards. This reduction in potential nitrification was not reflected in 
the abundance of AOBs, who did not get affected by the application of 3,5-DCA. 
The limited duration effect of 3,5-DCA on potential nitrification is probably due to 
the rapid degradation of 3,5-DCA in the soil at all application rates (DT50 = 1.14-
3.77 days). 
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1.ΕΙΣΑΓΩΓΗ 
 
 
1.1. Γεωργικά φάρμακα 
 
Γεωργικό Φάρμακο (Pesticide ή Αgrochemical) είναι κάθε ουσία ή μίγμα ουσιών 
συμπεριλαμβανομένων και επεξεργασμένων ή μη φυτικών προϊόντων,  που 
χρησιμοποιούνται ευρέως στη γεωργική παραγωγή για την πρόληψη ή τον έλεγχο 
παρασίτων, ασθενειών, ζιζανίων και άλλων παθογόνων οργανισμών των φυτών σε 
μια προσπάθεια να διατηρηθεί υψηλή η ποιότητα των αγροτικών προϊόντων.  
Παρόλο που τα γεωργικά φάρμακα αποτελούν σημαντική πτυχή της σύγχρονης 
γεωργίας και έχουν αναπτυχθεί ώστε να δρουν με ελάχιστο κίνδυνο για την υγεία 
του ανθρώπου και την ποιότητα του περιβάλλοντος, η υπερβολική και επίμονη 
χρήση τους έχει ως αποτέλεσμα την καταστροφή γεωργικών εκτάσεων, 
προκαλώντας σοβαρή ρύπανση τόσο του εδάφους, όσο και του περιβάλλοντος.  
Ένα μεγάλο ποσοστό γεωργικών φαρμάκων που χρησιμοποιούνται στη γεωργία δεν 
φθάνει ποτέ στους οργανισμούς-στόχους τους. Συγκεκριμένα, μια μελέτη του 
Pimentel  (1995) έδειξε ότι μόνο ένα μικρό ποσοστό (0,3%) των εφαρμοζόμενων 
γεωργικών φαρμάκων καταλήγει στο στόχο του ενώ το 99,7% καταλήγει στο 
περιβάλλον και πιθανόν να μετακινηθεί μέσω της τροφικής αλυσίδας σε τρόφιμα και 
τελικά στον καταναλωτή. Ανάλογα με τον τρόπο εφαρμογής, είτε η συνολική 
ποσότητα (εφαρμογή στο έδαφος) είτε ένα σημαντικό κλάσμα (εφαρμογή στο 
φύλλωμα) των γεωργικών φαρμάκων καταλήγουν στο επιφανειακό έδαφος όπου 
υπόκεινται σε διάφορες διεργασίες αποδόμησης. Μεταξύ αυτών, οι αλληλεπιδράσεις 
των γεωργικών φαρμάκων με τους μικροοργανισμούς του εδάφους έχουν θεμελιώδη 
σημασία για τη ρύπανση του περιβάλλοντος και τη λειτουργία των οικοσυστημάτων. 
Αφενός, οι μικροοργανισμοί εδάφους είναι σε θέση να αποδομούν τα παρασιτοκτόνα 
και να τα χρησιμοποιούν ως πηγή ενέργειας διευκολύνοντας την ταχεία 
απομάκρυνσή τους από το έδαφος και εμποδίζοντας τη διασπορά τους σε άλλα 
περιβαλλοντικά διαμερίσματα (Karpouzas et al., 2016). Από την άλλη πλευρά, τα 
γεωργικά φάρμακα μπορούν να έχουν ανεπιθύμητες επιπτώσεις στους 
μικροοργανισμούς του εδάφους. Τέτοιες επιδράσεις θα μπορούσαν να εντοπιστούν 
ως παρεμπόδιση του ρυθμού μιας μικροβιακής διεργασίας (Puglisi et al., 2012), ως 
μείωση του πληθυσμού ή της ποικιλομορφίας λειτουργικών μικροβιακών στελεχών 
(Feld et al. 2015), με σοβαρές συνέπειες για τη λειτουργία του οικοσυστήματος 
(Karpouzas et al., 2016). 
Τα γεωργικά φάρμακα, ανάλογα με το είδος του φυτοπαρασίτου που καταπολεμούν 
χωρίζονται σε 5 κύριες κατηγορίες: εντομοκτόνα, ακαρεοκτόνα, νηματωδοκτόνα, 
μυκητοκτόνα και ζιζανιοκτόνα. Από τη συνολική ποσότητα γεωργικών φαρμάκων 
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που εφαρμόζεται παγκοσμίως το 50 έως 60% είναι ζιζανιοκτόνα, 20 έως 30% είναι 
εντομοκτόνα και 10 έως 20% είναι μυκητοκτόνα (Pimentel 1995). 
 
 
1.2. Μυκητοκτόνα 
 
Τα μυκητοκτόνα χρησιμοποιούνται για την θανάτωση και έλεγχο ασθενειών των 
φυτών, που προκαλούνται από μύκητες. Σε γενικές γραμμές, υπάρχουν τρεις κύριοι 
λόγοι για τους οποίους χρησιμοποιούνται μυκητοκτόνα: (α) για τον έλεγχο μιας 
ασθένειας κατά τη δημιουργία και την ανάπτυξη μιας καλλιέργειας, (β) για να 
αυξηθεί η παραγωγικότητα μιας καλλιέργειας και να μειωθούν οι ατέλειες και, (γ) 
για  βελτίωση της διάρκειας αποθήκευσης και της ποιότητας των συγκομιζόμενων 
φυτών. Τα περισσότερα μυκητοκτόνα πρέπει να εφαρμόζονται πριν από την 
εμφάνιση της ασθένειας ή κατά την πρώτη εμφάνιση των συμπτωμάτων για να είναι 
αποτελεσματικά (McGrath, 2004). 
Το έδαφος είναι αναμφισβήτητα ο σημαντικότερος πόρος για την παραγωγή 
τροφίμων. Πρόκειται για ένα πολύ περίπλοκο οικοσύστημα του οποίου οι 
λειτουργίες εξαρτώνται όχι μόνο από τις φυσικές του ιδιότητες αλλά και από τα 
βιολογικά συστατικά του. Συγκεκριμένα, οι μικροοργανισμοί του εδάφους είναι 
βασικοί παράγοντες στην πορεία πολλών στοιχείων ζωτικής σημασίας για τη ζωή, 
συμπεριλαμβανομένων των C, N, και P (Aponte et al., 2010). Η κατανόηση της 
επίδρασης των μυκητοκτόνων στις ωφέλιμες δραστηριότητες των μικροοργανισμών 
του εδάφους είναι σημαντική για την εκτίμηση των κινδύνων που σχετίζονται με το 
μυκητοκτόνο που χρησιμοποιείται στη γεωργία. Η παραγωγικότητα των 
καλλιεργειών και οι οικονομικές αποδόσεις θα μεγιστοποιηθούν με τη χρήση 
προϊόντων που εμφανίζουν ικανοποιητική δράση έναντι των φυτοπαθογόνων 
μυκήτων - στόχων και παράλληλα εμφανίζουν περιορισμένη δράση έναντι 
οργανισμών μη-στόχων. Οι διάφοροι οργανισμοί μπορεί να έχουν ταυτόσημους ή 
παρόμοιους μηχανισμούς δράσης και τα μυκητοκτόνα που στοχεύουν μη ειδικές 
θέσεις δέσμευσης μπορούν να έχουν άμεσο αποτέλεσμα σε οργανισμούς μη στόχους. 
Επίσης οι μικροοργανισμοί είτε λειτουργικά είτε διατροφικά συνδέονται μεταξύ τους 
και οι αλλαγές σε ένα συστατικό μιας μικροβιακής κοινότητας μπορεί να 
επηρεάσουν τη δομή ολόκληρης της κοινότητας. Αυτό ισχύει ιδιαίτερα για τους 
μικροοργανισμούς που σχετίζονται με φυτά, οι οποίοι επηρεάζουν και επηρεάζονται 
από τη μεταβολική κατάσταση του φυτού (Yang et al., 2011). 
Πολλά μυκητοκτόνα έχουν στοχευμένη δράση που προσδίδει υψηλή 
αποτελεσματικότητα έναντι ειδικών παθογόνων, πράγμα που σημαίνει χαμηλό 
ενδεχόμενο τοξικότητας σε ανθρώπους και άλλους οργανισμούς, αλλά έχει επίσης 
ως αποτέλεσμα υψηλό κίνδυνο εμφάνισης ανθεκτικότητας στο μυκητοκτόνο. 
Μυκητοκτόνα που έχουν σχεδιαστεί για να στοχεύουν συγκεκριμένα ένζυμα ή 
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πρωτεΐνες που παράγονται από μύκητες δεν βλάπτουν τον φυτικό ιστό και επομένως 
μπορούν να διεισδύσουν και να κινηθούν μέσα στα φύλλα ενεργοποιώντας τις 
θεραπευτικές ιδιότητες και αυξάνοντας την ποσότητα φυτικού ιστού ώστε να 
προστατεύεται περισσότερο. Δεδομένου ότι ο τρόπος δράσης αυτών των 
μυκητοκτόνων είναι τόσο συγκεκριμένος, μικρές γενετικές μεταβολές στους μύκητες 
μπορούν να υπερνικήσουν την αποτελεσματικότητα αυτών των μυκητοκτόνων και οι 
πληθυσμοί των παθογόνων μπορεί να καταστούν ανθεκτικοί σε μελλοντικές 
εφαρμογές. 
Προκειμένου να θεσπιστεί κατάλληλος κανονισμός για τη χρήση των πολλών 
μυκητοκτόνων ουσιών που προωθούνται από τη βιομηχανία στη βιώσιμη γεωργία, οι 
τρόποι δράσης των μυκητοκτόνων και οι πιθανές ανεπιθύμητες επιπτώσεις στους μη 
μυκητιακούς μικροοργανισμούς πρέπει να αποσαφηνιστούν. Οι τρόποι δράσης των 
μυκητοκτόνων δεν ήταν ποτέ καλά ταξινομημένοι και οι ανεπιθύμητες επιδράσεις 
αυτών των σημαντικών χημικών ουσιών δεν είναι πλήρως κατανοητές (Yang et al., 
2011). 
 
 
1.2.1.Iprodione 
 
Το iprodione [3-(3,5-dichlorophenyl)N-isopropyl-2,4-dioxoimidazolidine-1-
carboxamide] είναι ένα μυκητοκτόνο δικαρβοξαμιδίου που αποτελείται από έναν 
δακτύλιο ιμιδαζολίου ενωμένο με ένα 3,5 δίχλωρο- φαινυλαμίδιο (Εικόνα 1). 
Χρησιμοποιείται σε ευρύ φάσμα καλλιεργειών για τον έλεγχο προσβολών από 
μύκητες των ειδών και γενών Botrytis cinerea, Alternaria sp., Aspergillus sp., 
Penicillium sp. και Sclerotinia sp., (Minambres et al., 2010, Grabke et al., 2014). 
 
 
Εικόνα 1: Χημική δομή του iprodione 
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Το iprodione έχει ταξινομηθεί ως πιθανό καρκινογόνο (USEPA, 1998) και είναι 
γνωστό ότι μειώνει την παραγωγή τεστοστερόνης σε ποντίκια με αποτέλεσμα την 
καθυστέρηση στην ανάπτυξή τους (Blystone et al., 2007). To iprodione είναι 
ελαφρώς τοξικό για τους υδρόβιους οργανισμούς, ενώ δεν είναι καθόλου τοξικό για 
τα φυτά (Charles 1991). Οι σχετικά χαμηλές τιμές συντελεστή προσρόφησης Koc 
(400 mL g-1)  υποδηλώνουν την ασθενή προσρόφηση του στο έδαφος (Strömqvist 
and Jarvis 2005) και καταδεικνύουν την σχετικά υψηλή κινητικότητα του στο 
έδαφος. Το iprodione και οι μεταβολίτες του έχουν ανιχνευθεί στο νερό στράγγισης 
(Ludvigsen et al., 2004) και σε επιφανειακά ύδατα (Sequinatto et al., 2013). 
Πρόσφατα, η Ευρωπαϊκή Κοινότητα ενέκρινε την επέκταση της χρήσης iprodione ως 
νηματωδοκτόνο για τον έλεγχο μυκήτων του γένους Meloidogyne sp. σε 
θερμοκηπιακές καλλιέργειες. Σε αυτή την περίπτωση εφαρμόζεται μέσω του 
συστήματος άρδευσης. Λαμβάνοντας υπόψη όλα τα ανωτέρω, η συσσώρευση 
υπολειμμάτων iprodione στους φυσικούς πόρους μπορεί να είναι επιβλαβής για την 
ανθρώπινη υγεία και την περιβαλλοντική ποιότητα και πρέπει να περιοριστεί. 
Ο χρόνος ημιζωής του iprodione στο έδαφος κυμαίνεται μεταξύ 20 και 160 ημερών 
(The Agrochemicals Handbook. 1991). Το pH του εδάφους αποτελεί τον κύριο 
παράγοντα που ελέγχει την υπολειμματικότητα του iprodione στο έδαφος με 
υψηλότερους ρυθμούς αποδόμησης να παρατηρούνται σε ουδέτερα έως αλκαλικά 
εδάφη (Walker et al., 1986). Η συγκέντρωση του iprodione και η θερμοκρασία του 
εδάφους επηρεάζουν την εδαφική βακτηριακή κοινότητα στα εναιωρήματα του 
εδάφους. Οι υψηλές θερμοκρασίες και οι υψηλές συγκεντρώσεις του iprodione 
οδήγησαν σε αυξημένες επιδράσεις στην ποικιλότητα της βακτηριακής κοινότητας 
του εδάφους (Wang et al., 2014). 
Μετά από επανειλημμένες εφαρμογές στο έδαφος, το iprodione αποδομείται ταχέως 
από μικροοργανισμούς του εδάφους που έχουν αναπτύξει ενζυμικά συστήματα για 
τον ταχύτατο μεταβολισμό του μυκητοκτόνου (φαινόμενο που ονομάζεται 
επιταχυνόμενη βιοαποδόμηση) οδηγώντας σε σημαντική μείωση της 
αποτελεσματικότητας του (Martin et al., 1990). Μελέτες από τους Mercadier et al. 
(1997) σε εδάφη που επιδεικνύουν επιταχυνόμενη βιοαποικοδόμηση του iprodione 
έδειξαν ότι η μικροβιακή υδρόλυση του iprodione οδηγεί  στην παραγωγή αρχικά 
του μεταβολικού προϊόντος 3,5-dichlorophenyl-carboxamide (Mεταβολίτη Ι), που 
ακολούθως μετασχηματίζεται σε 3,5-dichlorophenylurea-acetate (Μεταβολίτης II) με 
τελικό προϊόν την 3,5-διχλωροανιλίνη (3,5-DCA) η οποία διασπάται περαιτέρω από 
την μικροβιακή κοινότητα των περισσοτέρων εδαφών.  
Mέχρι σήμερα έχουν απομονωθεί εδαφικά βακτήρια που έχουν την ικανότητα να 
διασπούν το iprodione (Athiel et al., 1995; Campos et al., 2015). Πρόσφατες μελέτες 
των Campos et al. (2017), έδειξαν ότι ο μετασχηματισμός του iprodione από μια 
κοινότητα δύο βακτηρίων (Αrthrobacter sp. C1 & Achromobacter sp.  C2) προχωρά 
όπως και στα εδάφη με επιταχυνόμενη βιοαποδόμηση. Έτσι αρχικά το iprodione 
υδρολύεται σε ισοπροπυλαμίνη και τον μεταβολίτη Ι, το τελευταίο μετασχηματίζεται 
σε μεταβολίτη II πριν υδρολυθεί τελικά σε 3,5-DCA και πιθανώς γλυκίνη. Μεταξύ 
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των δύο βακτήριων της κοινότητας, το στέλεχος Arthrobacter C1 ήταν κυρίως 
υπεύθυνο για το πρώτο και το τρίτο υδρολυτικό στάδιο της οδού χρησιμοποιώντας 
ισοπροπυλαμίνη και γλυκίνη που απελευθερώνονται ως παραπροϊόντα των 
αντίστοιχων μεταβολικών σταδίων. Ο μετασχηματισμός του μεταβολίτη Ι 
επιτυγχάνεται μόνο με την παρουσία πρόσθετων πηγών C και Ν, με το στέλεχος 
Achromobacter C2 να είναι πιο αποτελεσματικό στην αποικοδόμηση αυτού του 
μεταβολίτη (Εικόνα 2). Περαιτέρω δοκιμές έδειξαν ότι το στέλεχος Arthrobacter  C1 
δεν είχε την ικανότητα να διασπά εξίσου αποτελεσματικά άλλα γεωργικά φάρμακα 
που παρουσιάζουν σημαντική ομοιότητα με το iprodione ως προς την χημική του 
δομή καταδεικνύοντας την εξειδίκευση  των υποτιθέμενων αποδομητικών ενζύμων 
που σχετίζονται με την αποδόμηση του iprodione (Campos et al., 2015). Επίσης στην 
ίδια έρευνα δεν παρατηρήθηκε συνεργισμός ή συμπληρωματική δράση μεταξύ των 
δύο στελεχών στην αποδόμηση του iprodione υποδηλώνοντας ότι τα δύο στελέχη 
μπορούν να ενεργούν μεμονωμένα στο μεταβολισμό της iprodione ανάλογα με τις 
συνθήκες θρέψης (Campos et al., 2017). 
 
 
 
Εικόνα 2: Mικροβιακό μονοπάτι μεταβολισμού το iprodione από τα βακτηριακά 
στελέχη C1 και C2 όπως έχει περιγραφεί από τους Campos et al. (2017) 
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1.2.2. 3,5-Διχλωροανιλίνη (3,5-DCA) 
 
H 3,5-διχλωροανιλίνη (3,5-DCA) αποτελεί προϊόν μεταβολισμού του iprodione. 
Ανήκει στις διχλωροανιλίνες οι οποίες είναι χημικές ενώσεις που αποτελούνται από 
ένα δακτύλιο ανιλίνης υποκατεστημένο με δύο άτομα χλωρίου και με μοριακό τύπο 
C6H5Cl2N (Εικόνα 3). Υπάρχουν έξι ισομερή  διχλωροανιλίνης. Διάφορα παράγωγα 
χρησιμοποιούνται στην παραγωγή βαφών και ζιζανιοκτόνων. 
 
 
Εικόνα 3: Χημική δομή της 3,5-DCA 
 
Η έκθεση του ανθρώπου σε καθαρές ενώσεις γενικά συμβαίνει στο βιομηχανικό 
περιβάλλον. Ωστόσο, ο άνθρωπος, τα ζώα και η υδρόβια ζωή μπορούν να εκτεθούν 
σε διχλωροανιλίνες από πολλές πηγές μετά από τη διάσπαση γεωργικών φαρμάκων. 
Με βάση τις συνολικές επιδράσεις στη νεφρική λειτουργία και τη μορφολογία, η 
φθίνουσα σειρά νεφροτοξικού δυναμικού βρέθηκε να είναι 3,5-DCA> 2,5-DCA> 
2,4-, 2,6- και 3,4-DCA> 2,3-DCA. Αυτά τα αποτελέσματα υποδεικνύουν ότι μεταξύ 
των διαφόρων διχλωροανιλινών το 3,5-DCA έχει το υψηλότερο νεφροτοξικό 
δυναμικό ίn νίνο και in vitrο στους αρουραίους (Lo et al., 1990). Επιπλέον,η 
αιμόλυση και η μεθαιμοσφαιριναιμία έχουν τεκμηριωθεί μετά την έκθεση των 
ερυθροκυττάρων στην 3,5-DCA (Valentovic et al., 1996). 
H 3,5-DCA χαρακτηρίζεται από σχετικά υψηλή ανθεκτικότητα στο έδαφος (PBT 
Profiler 2013) και τοξικότητα σε μικροοργανισμούς του εδάφους (Rochkind et al., 
1986). Πρόσφατες μελέτες από τους Papolla et al., (2014) έδειξαν ότι η εφαρμογή 
iprodione σε δόσεις x10 και x100 φορές τις συνιστώμενης οδήγησε σε σημαντική 
μείωση της δραστικότητας διάφορων μικροβιακών ενζύμων καθώς και σε δραματική 
μείωση της δυνητικής νιτροποίησης. Περαιτέρω στατιστική επεξεργασία των 
δεδομένων έδειξε υψηλή αρνητική συσχέτιση μεταξύ των συγκεντρώσεων της 3,5-
DCA στο έδαφος και της μικροβιακής δραστηριότητας.  Παρόλα αυτά, έχουν 
απομονωθεί βακτήρια εδάφους ικανά να αποδομούν την 3,5-DCA (Lee et al., 2008 · 
Yao et al., 2011). Η ικανότητά τους να μετατρέπουν τις διχλωροανιλίνες που 
παράγονται με την αποικοδόμηση των ξενοβιοτικών συμπεριλαμβανομένων των 
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δικαρβοξαμιδίων όπως το iprodione, είναι ιδιαίτερα επιθυμητή δεδομένου ότι η 
δραστικότητά τους παρεμποδίζει τη συσσώρευση τοξικών ενδιάμεσων στο έδαφος 
και ελαχιστοποιεί τον κίνδυνο περιβαλλοντικής υποβάθμισης (Campos et al., 2015). 
 
1.3. Κύκλος Αζώτου 
 
Το άζωτο είναι βασικό συστατικό πολλών βιολογικών μορίων όπως τα νουκλεοτίδια 
και τα αμινοξέα, και επομένως απαραίτητο για τη ζωή και την ανάπτυξη όλων των 
οργανισμών. Απαντάται στη βιόσφαιρα σε πολλές μορφές. Η ατμόσφαιρα εμπεριέχει 
τεράστιες ποσότητες (περίπου 79% κατ’όγκον) μοριακού αζώτου (Ν2). Το 
μεγαλύτερο μέρος από το μεγάλο αυτό απόθεμα αζώτου δεν είναι άμεσα διαθέσιμο 
στους ζώντες οργανισμούς. Οι μικροοργανισμοί του εδάφους έχουν σημαντικό ρόλο 
στο κύκλο του αζώτου. Ο κύκλος του Ν και η συμμετοχή των μικροοργανισμών στα 
διάφορα βήματα του παρουσιάζονται στην Εικόνα 1.  
 
Εικόνα 4: Κύκλος του αζώτου και ο ρόλος των μικροοργανισμών στις επιμέρους 
διεργασίες 
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Οι κυριότερες βιοτικές διεργασίες στον κύκλο του αζώτου περιγράφονται παρακάτω: 
H Αζωτοδέσμευση είναι η διεργασία κατά την οποία ορισμένοι μικροοργανισμοί 
μπορούν να δεσμεύουν ατμοσφαιρικό N2 το οποίο μετατρέπουν σε ΝΗ3 (Postgate, 
1998). Με αυτήν την διεργασία προκύπτει περίπου το 90% του δεσμευόμενου 
αζώτου. Οι μικροοργανισμοί που αζωτοδεσμεύουν είναι ελεύθερα ζώντα βακτήρια 
που ανήκουν σε διάφορα γένη όπως Azotobacter, Azospirilum, Azomonas κ.α, καθώς 
και συμβιωτικά βακτήρια των γενών Rhizobium, Bradyrhizobium και 
ακτινοβακτήρια του γένους Frankia (Newton, 2007). Από γεωργικής άποψης είναι 
ζωτικής σημασίας, καθώς η βιομηχανική παραγωγή αζωτούχων λιπασμάτων 
σπανίως καλύπτει τις απαιτήσεις των φυτών (FAOSTAT 2009).   
Η Αμμωνιοποίηση ή Ανοργανοποίηση Ν είναι η διαδικασία μετατροπής οργανικών 
ενώσεων που περιέχουν  Ν όπως πρωτείνες, αμινοξέα (Schneider, 1995), ουρία και 
συστατικά των κυτταρικών τοιχωμάτων βακτηρίων ή μυκήτων σε ΝΗ4
+. 
Πραγματοποιείται από μικροοργανισμούς του εδάφους μέσω της παραγωγής 
κατάλληλων υδρολυτικών ενζύμων (πχ. ουρεάσες, αμινοπεπτιδάσες) και λαμβάνει 
χώρα ακόμη και υπό ιδιαίτερα αντίξοες περιβαλλοντικές συνθήκες (Mengel, 1996). 
Η τύχη του παραγόμενου ΝΗ4
+ εξαρτάται από τις ανάγκες των μικροοργανισμών του 
εδάφους. 
Η Νιτροποίηση αποτελεί το ρυθμοκαθοριστικό βήμα στο κύκλο του αζώτου. 
Περιλαμβάνει την μετατροπή της ΝΗ3 προς ΝΟ2- και ΝΟ3- και πραγματοποιείται σε 
δύο κύρια βήματα: τη μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων σε υδροξυλαμίνη και τη 
μετατροπή της υδροξυλαμίνης σε νιτρώδη ιόντα (Εικόνα 5) (Hatzenpichler, 2012; 
Treυsch et al., 2005). Κατά τη μετατροπή των αμμωνιακών ιόντων σε υδροξυλαμίνη 
το ένζυμο που καταλύει την αντίδραση ειναι η μονοοξυγενάση της αμμωνίας (ΑΜΟ) 
και βρίσκεται τόσο στα νιτρωδοποιητικά βακτήρια όσο και στα νιτρωδοποιητικά 
αρχαία. Η ΑΜΟ διασπά το Ο2 και χρησιμοποιεί το ένα άτομο οξυγόνου για την 
οξείδωση της αμμωνίας ενώ το άλλο αντιδρά με το Η+ και σχηματίζει ένα μόριο 
ύδατος (Ferguson et al., 2007). Τα δύο ηλεκτρόνια που απαιτούνται προέρχονται από 
την οξείδωση της υδροξυλαμίνης  σε νιτρώδη. Τα γονίδια  amoA και amoB 
κωδικοποιούν τις δύο υπομονάδες του ενζύμου ΑΜΟ (Moir et al., 1996). Αντιθέτως 
το ένζυμο που καταλύει τη μετατροπή της υδροξυλαμίνης σε νιτρώδη ιόντα, η 
οξειδορεδουκτάση της υδροξυλαμίνης (ΗΑΟ), έχει εντοπιστεί μόνο στα 
νιτρωδοποιητικά βακτήρια και όχι στα νιτρωδοποιητικά αρχαία. Στα τελευταία δεν 
έχει διευκρινιστεί ακόμα ο μηχανισμός μετατροπής της υδροξυλαμίνης σε νιτρώδη 
(Stahl and de la Torre, 2012). Τα νιτρώδη ιόντα που παράγονται ως τελικό προϊόν 
της νιτρωδοποίησης, μετατρέπονται από νιτρικοποιητικά βακτήρια (NOB, nitrite-
oxidizing bacteria) σε νιτρικά ιόντα μέσω νιτρικοποίησης. 
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Εικόνα 5: Σχηματική αναπαράσταση της νιτρωδοποίησης και νιτρικοποίησης 
 
Μέχρι πρόσφατα η διαδικασία της νιτροποίησης θεωρούνταν μια αποκλειστικά 
αρθρωτή διεργασία, με την (α) Νιτρωδοποίηση να επιτελείται από β-Proteobacteria 
(του γένους Νitrosomonas sp, και Nitrosospira sp), ή γ-Proteobacteria 
(Nitrosococcus oceani, Nitrosococuss halophilus) σε θαλάσσια οικοσυστήματα 
(Purkhold et. al., 2000) και Αρχαία που ανήκουν στο φύλο Thaumarcheota 
(Hatzenpichler, 2012) και (β) την Νιτρικοποίηση να πραγματοποιείται από βακτήρια 
του γένους Nitrobacter sp., Nitrospira sp. H μελέτη των Daims et al., (2015) 
απέδειξε ότι η νιτροποίηση μπορεί να πραγματοποιηθεί από ένα μόνο βακτήριο 
(Comammox: Complete ammonia oxidation bacteria) του γένους Νitrospira sp. Σε 
μεταγονιδιωματικές αναλύσεις αποδείχθηκε ότι τα Comammox είναι ευρέως 
διαδεδομένα σε τεχνητά συστήματα και σε φυσικά εδαφικά ή υδάτινα 
οικοσυστήματα (Pinto et al., 2015). Παρ’όλα αυτά ο λειτουργικός και οικολογικός 
τους ρόλος στην νιτρωδοποίηση στα διάφορα οικοσυστήματα δεν έχει ακόμη 
διευκρινηστεί.  
Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι το pH αποτελεί κύριο παράγοντα που 
καθορίζει ποια από τα ΑΟΒ (ammonia-oxidizing bacteria) ή ΑΟΑ (ammonia-
oxidizing archaea) κυριαρχούν λειτουργικά στο έδαφος (Stephen et al., 1996; 
Kowalchuk et al., 1998). Αποδείχθηκε ότι τα ΑΟΒ επικρατούν λειτουργικά συνήθως 
σε ουδέτερα προς αλκαλικά εδάφη σε αντίθεση με τα ΑΟΑ που επικρατούν κυρίως 
σε όξινα εδάφη (Νicol et al., 2008). Ένας δεύτερος παράγοντας που παίζει 
σημαντικό ρόλο στη λειτουργική κυριαρχία των δύο αυτών ομάδων στη 
νιτρωδοποίηση είναι η συγκέντρωση αμμωνίας στο έδαφος. Μελέτες έχουν δείξει ότι 
τα ΑΟΑ ευνοούνται σε περιβάλλοντα με χαμηλές συγκεντρώσεις αμμωνίας σε 
αντίθεση με τα ΑΟΒ που ευνοούνται σε συστήματα με υψηλές συγκεντρώσεις 
αμμωνιακών (Hatzenpichler, 2012). 
H νιτροποίηση είναι επιθυμητή για τη γεωργία καθώς μετατρέπει το ΝΗ4+ ή την ΝΗ3 
σε ΝΟ3
- που είναι μια πιο εύκολα αφομοιώσιμη μορφή Ν για τα φυτά, με 
αποτέλεσμα τη διατήρηση της γονιμότητας του εδάφους σε υψηλά επίπεδα. Όσον 
αφορά το περιβάλλον όμως δεν είναι, λόγω του ότι οδηγεί στην παραγωγή ΝΟ3- που 
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εξαιτίας του αρνητικού φορτίου τους δεν προσροφούνται στα εδαφικά κολλοειδή και 
εκπλένονται στα υπόγεια υδροφόρα συστήματα, που στην Ελλάδα αλλά και σε άλλες 
Ευρωπαϊκές χώρες χρησιμοποιούνται κυρίως ως πόσιμο νερό (Νιτρορύπανση). 
Επιπλέον τα ΝΟ3
- μπορούν μέσω της απονιτροποίησης να μετατραπούν σε Ν2Ο ή 
ΝΟ που αποτελούν ατμοσφαιρικούς ρύπους (Singh and Verma, 2007). 
Η Απονιτροποίηση είναι η διεργασία κατά την οποία τα NO3- ανάγονται υπό 
αναερόβιες συνθήκες προς ΝΟ2, ΝΟ, Ν2Ο, Ν2 (αέρια). Πραγματοποιείται απουσία 
Ο2 διότι σε αερόβιες συνθήκες οι απονιτροποιητικοί μικροοργανισμοί προτιμούν το 
O2 αντί του ΝΟ3- και συνεπώς δεν πραγματοποιείται απονιτροποίηση (Bernhard, 
2010). 
 
1.4. Επιδράσεις γεωργικών φαρμάκων στη μικροβιακή κοινότητα 
 
Το έδαφος είναι ένας μη ανανεώσιμος πόρος που πραγματοποιεί βασικές λειτουργίες 
και υπηρεσίες ζωτικής σημασίας για την ανθρωπότητα. Πολλές από αυτές τις 
λειτουργίες και υπηρεσίες βασίζονται σε μικροοργανισμούς που οδηγούν τους 
κύριους βιογεωχημικούς κύκλους και πραγματοποιούν πληθώρα άλλων διεργασιών 
(Falkowski et al., 2008). Το έδαφος χαρακτηρίζεται από ιδιαίτερα υψηλή μικροβιακή 
δραστηριότητα και υψηλή ποικιλότητα, πιθανότατα την υψηλότερη από οποιοδήποτε 
άλλο οικοσύστημα στον πλανήτη, με ένα γραμμάριο εδάφους να περιέχει έως και 
106 διαφορετικά είδη μικροοργανισμών (Gans et al., 2005). Μεταβολές στην 
ποικιλότητα ή την αφθονία των μικροοργανισμών στο έδαφος θα μπορούσαν να 
οδηγήσουν σε ανεπιθύμητες μεταβολές στην λειτουργία των βασικότερων 
βιογεωχημικών κύκλων και κατά συνέπεια παρεμπόδιση της ομαλής λειτουργίας του 
εδαφικού οικοσυστήματος.  
Η εφαρμογή γεωργικών φαρμάκων στο έδαφος μπορεί να έχει αρνητικές επιδράσεις 
στους μικροοργανισμούς του εδάφους (Saeki and Toyota., 2004, Karpouzas et al., 
2014a). Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει την ευαισθησία των νιτρωδοποιητικών 
μικροοργανισμών (Puglisi et al., 2012, Rousidou et al., 2013, Feld et al., 2015, 
Papadopoulou et al., 2016) και άλλων λειτουργικών μικροβιακών ομάδων όπως οι 
δενδρόμορφοι μυκορριζικοί μύκητες (Ipsilantis et al., 2012, Karpouzas et al., 2014b) 
στην έκθεση στα γεωργικά φάρμακα. Ειδικότερα οι Hernandez et al., (2011) έδειξαν 
ότι η εφαρμογή του ζιζανιοκτόνου simazine σε υψηλές συγκεντρώσεις οδήγησε σε 
σημαντικές μεταβολές στην ποικιλότητα των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων. 
Παρόμοιες μελέτες από τους Puglisi et al., (2012) έδειξαν ότι η εφαρμογή των 
μυκητοκτόνων cyprodynil και penconazole προκάλεσαν σημαντικές αλλά 
αναστρέψιμες μεταβολές στην ποικιλότητα και στην λειτουργία των 
νιτρωδοποιητικών βακτηρίων και αρχαίων. Βασιζόμενοι σε όλες αυτές τις 
παρατηρήσεις οι Wessen and Hallin (2011) και στην συνέχεια οι Pereira e Silva et 
al., (2013) πρότειναν ότι οι νιτρωδοποιητικοί μικροοργανισμοί μπορούν να 
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χρησιμοποιηθούν ως δείκτες καταπόνησης και ποιότητας του εδάφους. Ειδικότερα οι 
Karpouzas et al., (2016) πρότειναν την χρήση των νιτρωδοποιητικών 
μικροοργανισμών ως μικροβιακούς δείκτες για την εκτίμηση της τοξικότητας των 
γεωργικών φαρμάκων στους μικροοργανισμούς του εδάφους.  
 
1.5. Σκοπός εργασίας 
 
Mέχρι σήμερα οι περισσότερες μελέτες έχουν επικεντρωθεί στις επιδράσεις των 
γεωργικών φαρμάκων στους μικροοργανισμούς του εδάφους αγνοώντας πιθανές 
επιδράσεις των κύριων μεταβολικών προϊόντων τα οποία ενδεχομένως να είναι πιο 
τοξικά για τους οργανισμούς μη-στόχους. Αφορμή για την πραγματοποίηση της 
παρούσα μελέτης υπήρξαν προηγούμενες μελέτες των Papolla et al., (2014) που 
έδειξαν ότι η εφαρμογή του iprodione οδήγησε σε σημαντικές αρνητικές επιδράσεις 
στην δραστικότητα αρκετών μικροβιακών ενζύμων καθώς και στην δυνητική 
νιτροποίηση και οι συγκεκριμένες επιδράσεις αποδόθηκαν, ύστερα από στατιστική 
ανάλυση, στην συσσώρευση υψηλών συγκεντρώσεων 3,5-DCA στο έδαφος. Στο 
συγκεκριμένο πείραμα μελετήθηκε η επίδραση της 3,5-DCA, ύστερα από εφαρμογή 
της ίδιας της ουσίας στην αφθονία και λειτουργία των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων 
στο ίδιο έδαφος με αυτό που πραγματοποιήθηκε η μελέτη των Papolla et al., (2014). 
Συγκεκριμένα, έγινε απευθείας εφαρμογή της 3,5-DCA στα δείγματα εδάφους, με ή 
χωρίς αμμωνιακή λίπανση, σε αυξανόμενες συγκεντρώσεις ανάλογες με αυτές που 
θα αναμένονταν να σχηματιστούν από την εφαρμογή του iprodione σε 
συγκεντρώσεις ίδιες με την συνιστώμενη ή πολλαπλάσιες αυτής. Με αυτόν τον 
τρόπο μελετήθηκε η αποδόμηση της 3,5-DCA, η επίδρασή της στη νιτρωδοποίηση 
και αφθονία των νιτρωδοποιητικών βακτηρίων.  
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2.ΥΛΙΚΑ ΚΑΙ ΜΕΘΟΔΟΙ 
 
2.1. Πειραματικός σχεδιασμός 
 
Το έδαφος που χρησιμοποιήθηκε για το συγκεκριμένο πείραμα, συλλέχθηκε από 
βοσκότοπο στην Βόρεια Ιταλία (45°27′55.69″N, 9°38′20.05″E). Τα χαρακτηριστικά 
του εδάφους καταγράφονται στον Πίνακα 1 (Vasileiadis et al., 2013).  
Πίνακας 1: Χαρακτηριστικά του εδάφους (Vasileiadis et al., 2013) 
Χαρακτηριστικά Εδάφους Τιμές 
pH*** 6.9 
Ικανότητα ανταλλαγής κατιόντων (CEC) (mEq 100 g-1) 1.79 
Υγρασία (%) 18.1 
Ολικό άζωτο (N) (%) 0.32 
Ολικός οργανικός άνθρακας (TOC) (%)*** 2.98 
TOC/N 9.34 
 
Αφού κοσκινίστηκε, ζυγίστηκαν 3,840 kg καθαρού εδάφους τα οποία χωρίστηκαν σε 
δύο σακούλες (Α) και (Β) των 1,920 kg. To έδαφος της κάθε σακούλας (Α) και (Β) 
διαχωρίστηκε περαιτέρω σε 4 επιμέρους δείγματα των 480 g. Στα δείγματα τις 
σακούλας Α (Α1,Α2,Α3,Α4) εφαρμόσθηκαν 4,8 ml διαλύματος (NH4)2SO4 
συγκέντρωσης 0,6 Μ, ενώ στα αντίστοιχα δείγματα της σακούλας Β (Β1,Β2,Β3,Β4) 
έγειν εφαρμογή 4,8 ml απιονισμένου νερού. Η υγρασία του εδάφους προσαρμόστηκε 
σε όλα τα δείγματα στο 45% της υδατοχωρητικότητας (WHC) και ακολούθησε 
εφαρμογή 3,3 ml διαλύματος 3,5-DCA (98% καθαρότητα) σε ΜeOH με 
συγκέντρωση 0, 100, 1000 και 10000 μg/ml οδηγώντας σε τελικές συγκεντρώσεις 
3,5-DCA της τάξης των 0 (Μάρτυρας), 0.6 , 6, 60 μg/g εδάφους όπως φαίνεται και 
στον Πίνακα 2. 
Πίνακας 2: Οι δύο κατηγορίες μεταχειρίσεων, με (Α) και χωρίς (Β) αμμωνιακή 
λίπανση  στις οποίες αξιολογήθηκε η επίδραση των διαφορετικών δόσεων εφαρμογής 
της 3,5-DCA 
Α1: 0 μg/g 3,5-DCA με N B1: 0 μg/g 3,5-DCA  χωρίς N 
A2: 0.6 μg/g 3,5-DCA  με N B2: 0.6 μg/g 3,5-DCA  χωρίς N 
A3: 6 μg/g 3,5-DCA  με  N B3: 6 μg/g 3,5-DCA  χωρίς N 
A4: 60 μg/g 3,5-DCA  με N B4: 60 μg/g 3,5-DCA  χωρίς N 
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Ύστερα, όλα τα δείγματα χωρίστηκαν περαιτέρω σε πλαστικά σακουλάκια που 
περιείχαν καθένα 23 g έδαφος και τοποθετήθηκαν για επώαση στο σκοτάδι στους  
25οC.  Αμέσως μετά την εφαρμογή και σε χρονικά διαστήματα  3, 7, 14, 28, 56 και 
70 ημερών τρία δείγματα από κάθε μεταχείριση απομακρύνονταν από την επώαση 
και χρησιμοποιούνταν όπως περιγράφεται παρακάτω. 5 g εδάφους από κάθε 
σακουλάκι χρησιμοποιούνταν για προσδιορισμό δυνητικής νιτροποίησης, 2 g 
αποθηκεύονταν στην κατάψυξη στους -80oC για προσδιορισμό της αφθονίας 
νιτρωδοποιητικών βακτηρίων και το έδαφος που απέμενε αποθηκευόταν στους -
20οC για προσδιορισμό αποδόμησης της 3,5-DCA. 
 
2.2. Προσδιορισμός Δυνητικής Νιτροποίησης 
 
2.2.1 Διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν 
 
Διάλυμα (NH4)2SO4 10 mM.   
Διάλυμα (NH4)2SO4 1 mM.   
Διάλυμα NaClO3 1.5 M.   
Διάλυμα KCl 2 M.  
Ρυθμιστικό διάλυμα NH4Cl 0.19 M, pH 8.5.   
Χρωματικός δείκτης αποτελούμενος από σουλφανιλαμίδη και  N-(1- ναφθυλ) 
αιθυλενο-διάμινο υδροχλώριο.   
Πυκνό διάλυμα NaNO2 (1000 μmol NO2-1-N ml-1).  
Διάλυμα εργασίας NaNO2 (10 μmol NO2-1-N ml-1). 
 
2.2.2. Πειραματική διαδικασία  
 
Ο προσδιορισμός του ρυθμού δυνητικής νιτροποίησης στο έδαφος 
πραγματοποιήθηκε σύμφωνα με την μέθοδο της Kandeler (1995), όπου 5 g από τα 
επιμέρους εδαφικά δείγματα ζυγίστηκαν και μεταφέρθηκαν σε κωνικές φιάλες των 
250 ml και κατόπιν προστέθηκαν 20 ml διαλύματος (ΝΗ4)2SO4 1 mM, ως 
αμμωνιακό υπόστρωμα για τη μετατροπή του σε ΝΟ2
- από τους νιτρωδοποιητικούς 
μικροοργανισμούς και 0.1 ml NaClO3 1.5 M  ως ανταγωνιστικός αναστολέας της 
περαιτέρω οξείδωσης των νιτρωδών προς νιτρικά ιόντα με σκοπό την τελική 
συσσώρευση νιτρωδών (ΝΟ2
-) αντί νιτρικών (ΝΟ3
-) ιόντων και ακολούθησε ήπια 
Institutional Repository - Library & Information Centre - University of Thessaly
26/03/2018 13:07:34 EEST - 137.108.70.6
  
21 
 
ανάδευση του μίγματος. Τα δείγματα τοποθετήθηκαν για επώαση στους 25οC για 5 
ώρες υπό συνεχή ανάδευση, ενώ τα δείγματα-μάρτυρες αποθηκεύτηκαν για το ίδιο 
χρονικό διάστημα στους -20οC, με σκοπό την απενεργοποίηση των ενζύμων και την 
αναστολή της νιτρωδοποίησης. Μετά το πέρας των 5 ωρών, όλα τα δείγματα 
αφέθηκαν να επανέλθουν σε θερμοκρασία δωματίου και αμέσως μετά προστέθηκαν 
5 ml διαλύματος KCl 2 M για τη δέσμευση των ιόντων NH4+ και ΝΟ3-, και 
ακολούθησε σύντομη ανάδευση και διήθηση. Για την φωτομετρική ανάλυση, 
αναμίχθηκαν σε δοκιμαστικό σωλήνα  5 ml από το εκχύλισμα που παραλήφθηκε 
μετά τη διήθηση, 3 ml ρυθμιστικού διαλύματος χλωριούχου αμμωνίου (NH4Cl 0.19 
Μ) και 2 ml διαλύματος χρωματικού δείκτη που  αντιδρά με τα ΝΟ2
- που έχουν 
παραχθεί, ώστε με τη φωτομέτρηση να καταδειχθεί η συγκέντρωσή τους στα 
διαλύματα. Ακολούθησε ανάδευση, ομογενοποίηση του μίγματος και παραμονή για 
15 min σε θερμοκρασία δωματίου, για την πλήρη ανάπτυξη του χρώματος. Τα 
διαλύματα που χρησιμοποιήθηκαν για το μηδενισμό του φωτομέτρου 
παρασκευάστηκαν αναμιγνύοντας 5 ml απεσταγμένο νερό με 3 ml NH4Cl 0.19 Μ 
και 2 ml χρωματικού δείκτη. Η φωτομέτρηση πραγματοποιήθηκε στα 520 nm. Για 
τον ποσοτικό προσδιορισμό των παραγόμενων στα εδαφικά δείγματα νιτρωδών 
ιόντων, χρησιμοποιήθηκε πρότυπη καμπύλη δυνητικής νιτροποίησης. Για την 
κατασκευή της πρότυπης καμπύλης παρασκευάστηκαν πρότυπα διαλύματα NaNO2 
διαφορετικών συγκεντρώσεων. Συγκεκριμένα, 0 (μάρτυρας), 2, 4, 8 και 10 ml 
διαλύματος NaNO2 (10 μmol NO2-1-N ml-1), μεταφέρθηκαν σε ογκομετρικό 
κύλινδρο των 100 ml, όπου προστέθηκαν 20 ml διαλύματος KCl 2M και ο όγκος 
συμπληρώθηκε μέχρις τα 100 ml, με απεσταγμένο νερό.  Με τον τρόπο αυτό 
προέκυψαν διαλύματα συγκεντρώσεων 0, 0.2, 0.4, 0.8 και 1.0 μmol NO2
-1-N ml-1. 
Κατόπιν 5 ml από τα παραπάνω πρότυπα διαλύματα (τελικές συγκεντρώσεις 0, 0.1, 
0.2, 0.4 και 0.5 μmol NO2
-1-N ml-1) αναμίχθηκαν με 3 ml ρυθμιστικού διαλύματος 
χλωριούχου αμμωνίου (NH4Cl 0.19 Μ) και 2 ml διαλύματος χρωματικού δείκτη και 
ακολούθησε φωτομέτρηση στα 520 nm. 
 
 
2.3. Μέτρηση Αποδόμησης της 3,5-DCA στο έδαφος 
 
2.3.1. Διαδικασία Εκχύλισης 3,5-DCA από το έδαφος 
 
Αρχικά ζυγίστηκαν 5 g από τα επιμέρους εδαφικά δείγματα και μεταφέρθηκαν σε 
κωνική φιάλη των 250 ml, όπου προστέθηκαν 10 ml ακετονιτρίλιο . Τα δείγματα 
στην συνέχεια αναδεύτηκαν για 1 ώρα σε θερμοκρασία δωματίου στις 180 rpm. Με 
το πέρας της ανάδευσης τα δείγματα μεταφέρθηκαν σε σωλήνες falcon των 50 ml 
και φυγοκεντρήθηκαν για 5 min στις 7500 rpm στους 25οC. Ακολούθησε παραλαβή 
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5 ml του υπερκείμενου, και διήθηση μέσω PTFE φίλτρων σύριγγας και ακολούθως 
αναλύθηκαν σε σύστημα HPLC-PDA όπως περιγράφεται παρακάτω. 
 
2.3.2. Διαδικασία ανάλυσης σε σύστημα HPLC-PDA 
 
Τα δείγματα αναλύθηκαν σε σύστημα Υγρής Χρωματογραφίας Υψηλής Απόδοσης 
με ανιχνευτή φωτοδιόδων (HPLC-PDA) Shimadzu. O διαχωρισμός της 3,5-DCA 
επιτεύχθηκε με τη στήλη Athena RP C18 4,6 x 150 mm, 5μm της εταιρείας CNW 
technologies, ισοκρατικά με κινητή φάση ακετονιτρίλιο : υπερκάθαρο νερό (70:30 
κ.ο) και ροή 1 ml/min. Η ανίχνευση πραγματοποιήθηκε στα 220 nm. Σύμφωνα με τις 
συγκεκριμένες χρωματογραφικές συνθήκες, η 3,5-DCA ανιχνεύθηκε με χρόνο 
κατακράτησης 4,04 min. Οι συγκεντρώσεις της, προσδιορίστηκαν μέσω πρότυπης 
καμπύλης που δημιουργήθηκε με ανάλυση πρότυπων δειγμάτων της 3,5-DCA σε 
μεθανόλη, συγκεντρώσεων από 0.01 – 10 mg/L. 
 
 
2.4. Προσδιορισμός της αφθονίας των ΑΟΒ στο έδαφος 
 
2.4.1. Διαλύματα/υλικά για απομόνωση, ηλεκτροφόρηση και ποσοτικοποίηση 
συνολικού DNA εδάφους 
 
DNeasy Power Soil Kit 
Διάλυμα ΤΑΕ 1x 
Διάλυμα Βρωμιούχου Αιθίδιου (1%) 
Πηκτή Αγαρόζης (Άγαρ 0,8%) 
Μπλε της Βρωμοφαινόλης (6x) 
NEW ENGLAND BioLabs Inc. 2-Log DNA Ladder (0.1-10.0 kb) 
Qubit dsDNA BR Assay Kit της Invitrogen™   
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2.4.2. Πειραματική διαδικασία 
 
Για την εξαγωγή DNA από το έδαφος χρησιμοποιήθηκαν 0,25 g εδάφους και η 
εξαγωγή DNA πραγματοποιήθηκε με το DNeasy PowerSoil Kit (Qiagen) σύμφωνα 
με το πρωτόκολλο του κατασκευαστή. Αφού έγινε η απομόνωση του DNA, 
ακολούθησε ηλεκτροφόρηση σε πηκτή αγαρόζης 0,8% για βεβαίωση της ύπαρξης 
γενωμικού DNA. H ακριβής ποσοτικοποίηση του DNA έγινε με χρήση του 
Invitrogen™ Qubit™ 3.0 Fluorometer. 
 
2.4.3. Υλικά για Real-Time PCR 
 
KAPASYBR® DNA Polymerase 
Ζεύγος εκκινητών amoAF-amoAR 
BSΑ 
ROX 
ddH2O 
 
2.4.4. Πειραματική διαδικασία 
 
Η αφθονία των ΑΟΒ στα δείγματα εδάφους προσδιορίστηκε με την χρήση PCR 
πραγματικού χρόνου ύστερα από ενίσχυση της υπομονάδας Α του γονιδίου της 
μονοοξυγενάσης της αμμωνίας, amoA. Οι αντιδράσεις PCR πραγματικού χρόνου 
πραγματοποιήθηκαν σε σύστημα  CFX Connect, BIORAD. Για τον ποσοτικό 
προσδιορισμό του αριθμού αντιγράφων του γονιδίου amoA στο έδαφος 
πραγματοποιήθηκε καμπύλη αναφοράς που κατασκευάσθηκε με διαδοχικές 
αραιώσεις 1:10 ανασυνδυασμένων πλασμιδίων που περιείχαν ως ένθεμα το γονίδιο 
amoA. Από πρότυπο διάλυμα συγκέντρωσης 1010 αντιγράφων/μL παρασκευάστηκαν 
με διαδοχικές αραιώσεις διαλύματα συγκεντρώσεων 107, 106, 105, 104, 103, 102, 101, 
100 αντιγράφων/μL. Για τα δείγματα DNA, αρχικά προετοιμάστηκε το master mix 
που περιλάμβανε το ζεύγος των δύο εκκινητών, την KAPA SYBR® DNA 
Polymerase, το ΒSA, το ROX και ddH2O. Οι αντιδράσεις πραγματοποιήθηκαν σε 
ειδικά πλαστικά 96 θέσεων. Σε κάθε θέση προστίθενται 8 μl από το master mix και 2 
μl δείγματος DNΑ (Πίνακας 3). 
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Πίνακας 3: Όγκοι των αντιδραστηρίων που χρησιμοποιήθηκαν για την PCR 
πραγματικού χρόνου 
Συστατικά Όγκος (μL) Τελική συγκέντρωση 
KAPA SYBR® DNA 
Polymerase 
5 1x 
Forward primer (20pmol/μl) 
AOB: AmoA1F 
0.2 0.4 μΜ 
Reverse primer (20pmol/μl) 
AOB: AmoA2R 
0.2 0.4 μΜ 
BSA (10μg/μl) 0.2 400 ng/μl 
ROX (50x) 0.2 1x 
DNA 2 2.5 ng/μl 
ddH2O  2.2  
Συνολικός όγκος 10  
 
 
Ως δείγματα ελέγχου χρησιμοποιήθηκαν δείγματα στα οποία αντί για DNA 
προστέθηκε ddH2O. Οι θερμοκυκλοποιητικές συνθήκες που χρησιμοποιήθηκαν για 
την PCR πραγματικού χρόνου του γονιδίου amoA των ΑΟΒ παρουσιάζονται στον 
Πίνακα 4.  
 
Πίνακας 4: Το θερμοκυκλοποιητικό πρόγραμμα της  PCR πραγματικού χρόνου που 
χρησιμοποιήθηκε για τον προσδιορισμό της αφθονίας των ΑΟΒ 
Ενεργοποίηση ενζύμου 95οC 3 min 1 κύκλος 
Αποδιάταξη 
 
Υβριδοποίηση 
 
Επιμήκυνση 
95 οC 
 
57 οC 
 
72 οC 
15 sec 
 
15 sec 
 
30 sec 
 
 
40 κύκλοι 
 
 
Καμπύλη αποδιάταξης 
 
95 οC 
 
55 οC 
 
95 οC 
1 min 
 
30 sec 
 
30 sec 
 
1 κύκλος 
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2.5. Στατιστική Επεξεργασία των αποτελεσμάτων 
 
Τα δεδομένα της δυνητικής νιτροποίησης και της αφθονίας των ΑΟΒ αναλύθηκαν 
με ανάλυση παραλλακτικότητας δύο μεταβλητών (two-way-ANOVA) όπου ο χρόνος 
και τα επίπεδα εφαρμογής της 3,5-DCA αποτέλεσαν τις δύο κύριες μεταβλητές. Στις 
περιπτώσεις που εντοπίστηκαν σημαντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των δύο κυρίων 
μεταβλητών διαφορές μεταξύ των διαφόρων επιπέδων εφαρμογής 3,5-DCA στο 
κάθε χρόνο προσδιορίστηκαν με το Tuckeys post-hoc test (5%).  
Ο υπολογισμός των παραμέτρων κινητικής της αποδόμησης της 3,5-DCA 
πραγματοποιήθηκε με την χρήση κατάλληλων μοντέλων κινητικής όπως έχουν 
περιγραφεί από την ομάδα FOCUS (2006). Πιο συγκεκριμένα τα δεδομένα 
αποδόμησης προσαρμόστηκαν στα μοντέλα κινητικής πρώτης τάξης (SFO model) 
καθώς και σε τρία διφασικά μοντέλα κινητικής όπως το Hockey Stick (HS) καθώς 
και τα DFOP και FOMC. Η ακρίβεια προσαρμογής των δεδομένων στο μοντέλο 
κινητικής εκτιμήθηκε μέσω του στατιστικού χ2 (<15%).  
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3. ΑΠΟΤΕΛΕΣΜΑΤΑ 
 
3.1. Αξιολόγηση της επίδρασης της 3,5-DCA στον ρυθμό δυνητικής 
νιτροποίησης 
 
Η επίδραση της 3,5-DCA στον ρυθμό δυνητικής νιτροπoίησης σε δείγματα που είχαν 
δεχτεί προηγουμένως ή όχι αζωτούχο λίπανση παρουσιάζεται στο Διάγραμμα 1. Η 
στατιστική ανάλυση των δεδομένων έδειξε σημαντική επίδραση (p<0,001) τόσο της 
δόσης εφαρμογής, όσο και του χρόνου, αλλά και των αλληλεπιδράσεων μεταξύ τους. 
Ειδικότερα στα εδάφη που δέχτηκαν αρχικά αμμωνιακή λίπανση (Διάγραμμα 1Α), 
παρατηρήθηκε μια σημαντική αύξηση του ρυθμού δυνητικής νιτροποίησης σε όλες 
τις μεταχειρίσεις με το πέρασμα του χρόνου. Αναφορικά με τις δόσεις εφαρμογής 
της 3,5-DCA, η εφαρμογή της υψηλότερης δόσης εφαρμογής (60 μg/g) οδήγησε σε 
σημαντική μείωση της δυνητικής νιτροποίησης ανεξαρτήτως του χρόνου 
δειγματοληψίας. Επιπρόσθετα η εφαρμογή της υψηλότερης δόσης εφαρμογής 
προκάλεσε σημαντική μείωση του ρυθμού δυνητικής νιτροποίησης  σε σχέση με τις 
υπόλοιπες μεταχειρίσεις κατά τις πρώτες 14 ημέρες. Ο ρυθμός δυνητικής 
νιτροποίησης στα συγκεκριμένα δείγματα επανήλθε σε επίπεδα ανάλογα του 
μάρτυρα από τις 28 ημέρες και στην συνέχεια.  
Στα εδάφη που δεν δέχτηκαν αρχικά αμμωνιακή λίπανση (Διάγραμμα 1Β) 
παρατηρήθηκε μια σημαντική μείωση του ρυθμού δυνητικής νιτροποίησης σε όλες 
τις μεταχειρίσεις από τις 7 ημέρες και μέχρι το τέλος του πειράματος. Η εφαρμογή 
της υψηλότερης δόσης 3,5-DCA προκάλεσε σημαντική μείωση του ρυθμού 
δυνητικής νιτροποίησης που ήταν στατιστικά σημαντική κατά τις πρώτες 14 ημέρες 
μετά την εφαρμογή, ενώ ανέκαμψε σε επίπεδα ανάλογα του μάρτυρα και των 
υπολοίπων μεταχειρίσεων στην συνέχεια.  
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Διάγραμμα 1: Η επίδραση διαφορετικών δόσεων (0, 0.6, 6 και 60 μg/g) της 3,5-DCA 
στον ρυθμό δυνητικής νιτροποίησης σε δείγματα εφάφους με αμμωνιακή (A) και 
απουσία αμμωνιακής (B) λίπανσης  
A 
Β 
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3.2. Αξιολόγηση της αποδόμησης της 3,5-DCA στο έδαφος 
 
Το πρότυπο αποδόμησης της 3,5-DCA στις διάφορες μεταχειρίσεις παρουσιάζονται 
στο Διάγραμμα 2. Tο πρότυπο αποδόμησης της 3,5-DCA στα εδάφη που δέχτηκαν 
αμμωνιακή λίπανση με εφαρμογή της δόσης 0,6 μg/g περιγράφηκε καλύτερα από το 
μοντέλο κινητικής Hockey–Stick (HS), η δόση 6 μg/g από το μοντέλο κινητικής 
FOMC και η δόση των 60 μg/g από το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης (SFO). Η 
αποδόμηση της 3,5-DCA στα εδάφη χωρίς αμμωνιακή λίπανση για όλες τις δόσεις 
εφαρμογής περιγράφηκε καλύτερα από το μοντέλο κινητικής πρώτης τάξης (SFO). 
Με βάσει τα παραπάνω μοντέλα υπολογίστηκαν οι τιμές  DT50 για την 3,5-DCA 
(Πίνακας 5). 
 
Πίνακας 5:  Οι τιμές DT50  για το 3,5-DCA στα εδάφη που είχαν δεχτεί ή όχι 
αζωτούχο λίπανση και στην συνέχεια δέχτηκαν εφαρμογή διαφορετικών 
συγκεντρώσεων της 3,5-διχλωροανιλίνης.  
 
 
 
Μεταχειρίσεις 
 
DT50 (ημέρες) 
 
0,6 μg/g 
 
6 μg/g 
 
60 μg/g 
 
+NH4-N 
 
1,14 
 
3,48 
 
2,6 
 
-NH4-N 
 
2,91 
 
3,77 
 
2,86 
 
 
Γενικότερα η 3,5-DCA παρουσίασε χαμηλή υπολειμματικότητα στο έδαφος, με τιμές 
DT50 που κυμαίνονταν από 1,14 ως 3,77 ημέρες. Δεν υπήρξαν σημαντικές διαφορές 
στον χρόνο αποδόμησης ανάμεσα στις μεταχειρίσεις με αμμωνία (+NH4-N) και 
χωρίς (-NH4-N), ενώ δεν παρατηρήθηκαν σημαντικές διαφορές στην αποδόμηση της 
3,5-DCA ανάλογα με την δόση εφαρμογής της.  
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Διάγραμμα 2: H αποδόμηση των διαφορετικών δόσεων της 3,5-DCA σε δείγματα 
εδάφους που δέχτηκαν (A) ή δεν δέχτηκαν (B) αρχικά αμμωνιακή λίπανση 
 
A 
B 
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3.3. Αξιολόγηση της επίδρασης της 3,5-DCA στην αφθονία των 
νιτρωδοποιητικών βακτηρίων του εδάφους 
 
Η αφθονία των ΑΟΒ προσδιορίστηκε μέσω μέτρησης του αριθμού αντιγράφων του 
γονιδίου amoA των ΑΟΒ στα εδάφη που δέχτηκαν διαφορετικά επίπεδα δόσεων 3,5-
DCA και στα οποία είχε ή δεν είχε προηγηθεί προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης. Τα 
αποτελέσματα παρουσιάζονται στο Διάγραμμα 3. 
Στα δείγματα που δέχτηκαν αρχικά εφαρμογή αμμωνιακής λίπανσης (Διάγραμμα 
3Α), η αφθονία των ΑΟΒ  δεν εμφάνισε στατιστικά σημαντική διακύμανση καθόλη 
τη διάρκεια του πειράματος ως προς κανέναν παράγοντα (p>0.05). Αντιθέτως, στα 
δείγματα που δε δέχθηκαν αμμωνιακή λίπανση (Διάγραμμα 3Β), παρατηρήθηκαν 
στατιστικά σημαντικές διαφορές στην αφθονία των ΑΟΒ μόνο ως προς το χρόνο 
(p<0.05), ενώ δεν παρατηρήθηκε στατιστικά σημαντική επίδραση της δόσης του 3,5-
DCA αλλά ούτε και σημαντικές αλληλεπιδράσεις μεταξύ των δύο κυρίων 
παραγόντων.  Ειδικότερα παρατηρήθηκε μια σημαντική αύξηση της αφθονίας των 
ΑΟΒ στις 56 σε σχέση με τις 7 ημέρες, ανεξαρτήτου δόσης εφαρμογής 3,5-DCA 
(Διάγραμμα 3Β). Από την άλλη μεριά δεν παρατηρήθηκε κάποιο ξεκάθαρο πρότυπο 
δοσο-εξαρτώμενης μεταβολής της αφθονίας των ΑΟΒ στο χρόνο. 
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Διάγραμμα 3: Η αφθονία των αντιγράφων του γονιδίου amoA των ΑΟΒ στα δείγματα 
εδάφους με (A) ή χωρίς (B) αμμωνιακή λίπανση μετά από προσθήκη διαφορετικών 
συγκεντρώσεων 3,5-DCA 
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4. ΣΥΖΗΤΗΣΗ ΚΑΙ ΣΥΜΠΕΡΑΣΜΑΤΑ 
 
Στη παρούσα πτυχιακή μελετήθηκε η επίδραση της 3,5-DCA, κύριου μεταβολικού 
προϊόντος του iprodione, στη λειτουργία και αφθονία των νιτρωδοποιητικών 
βακτηρίων. Η λειτουργία τους εξετάσθηκε μέσω του ρυθμού δυνητικής 
νιτροποίησης, ενώ η αφθονία μέσω προσδιορισμού του αριθμού αντιγράφων του 
γονιδίου amoA των ΑΟΒ με PCR πραγματικού χρόνου. Παράλληλα μελετήθηκε και 
η αποδόμηση της 3,5-DCA στο έδαφος ώστε να εκτιμηθεί η διάρκεια έκθεσης της 
μικροβιακής κοινότητας στην εν λόγω ουσία. Η επίδραση της 3,5-DCA στην 
νιτροποίηση μελετήθηκε ύστερα από ή χωρίς πρότερη αμμωνιακή λίπανση. Η 
υπόθεση που κάναμε ήταν ότι προηγούμενη προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης θα 
οδηγήσει σε αύξηση στους νιτρωδοποιητικούς μικροοργανισμούς και θα τους 
καταστήσει περισσότερο ευάλωτους στην έκθεση στην 3,5-DCA. Προηγούμενες 
μελέτες έχουν δείξει ότι μεταβολικά προϊόντα των γεωργικών φαρμάκων είναι πιο 
τοξικά από τα τις μητρικές ουσίες, όπως ο μεταβολίτης 3,5-DCA από το 
μυκητοκτόνο vinclozolin (Lee et al., 2008). Έτσι η συγκεκριμένη μελέτη εστιάστηκε 
στην επίδραση της 3,5-DCA στους οργανισμούς μη στόχους, όπως τα ΑΟΒ τα οποία 
αποτελούν ένα μικροβιακό δείκτη ποιότητας του εδάφους σύμφωνα με του Ritz et 
al., (2009). Επιπλέον μαζί με τα ΑΟΑ, επιτελούν τη βασικότερη διεργασία στον 
κύκλο του αζώτου, τη νιτροποίηση, οπότε είναι σημαντικό να γνωρίζουμε αν η 3,5-
DCA έχει επιπτώσεις σε αυτά.  
Η διαδικασία της δυνητικής νιτροποίησης αποδείχθηκε λειτουργική, τόσο στις 
μεταχειρίσεις με αμμωνιακή λίπανση, όσο και απουσία της. Η εφαρμογή της 
υψηλότερης δόσης DCA (60 μg/g) οδήγησε σε προσωρινή αναστολή της δυνητικής 
νιτροποίησης που διήρκησε τουλάχιστον 14 ημέρες ανεξάρτητα από την πρότερη 
προσθήκη αμμωνιακής λίπανσης. Προηγούμενες μελέτες έχουν δείξει ότι η δυνητική 
νιτροποίηση αποτελεί έναν από τους πιο ευαίσθητους δείκτες καταπόνησης. Έτσι οι 
Puglisi et al. (2012) έδειξαν πως τα μυκητοκτόνα penconazole και cyprodinil, όταν 
εφαρμόστηκαν στις συνιστώμενες δόσεις, προκάλεσαν προσωρινή αναστολή της 
δυνητικής νιτροποίησης, η αποκατάσταση της οποίας συνέπεσε με την αποδόμηση 
των μυκητοκτόνων στο έδαφος. Παρομοίως οι Papadopoulou et al., (2016) έδειξαν 
ότι η εφαρμογή του αντιοξειδωτικού ethoxyquin στο έδαφος οδήγησε σε μη 
αντιστρεπτή αναστολή της δυνητικής νιτροποίησης. Τα αποτελέσματα μας έρχονται 
σε μερική συμφωνία με προηγούμενη μελέτη από τους Papolla et al., (2014) που 
έδειξε ότι ο σχηματισμός αναλόγων συγκεντρώσεων 3,5-DCA (60 μg/g), ύστερα από 
την εφαρμογή iprodione, προκάλεσαν σταθερή και μη αντιστρεπτή αναστολή της 
δυνητικής νιτροποίησης. Η διαφοροποίηση μεταξύ των δικών μας ευρημάτων και 
αυτών των Papolla et al., (2014) οφείλεται στην υψηλή εμμονή της 3,5-DCA στην 
μελέτη των Papolla et al., σε αντίθεση με την παρούσα μελέτη όπου η 
διχλωροανιλίνη αποδομήθηκε ταχύτατα σε όλες τις δόσεις εφαρμογής.  
Προηγούμενες μελέτες με άλλες δραστικές ουσίες όπως τα isoproturon και 
tebuconazole  έδειξαν μια δοσοεξαρτώμενη αύξηση της εμμονής τους στο έδαφος η 
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οποία συνήθως αποδίδεται στην αδυναμία της μικροβιακής κοινότητας του εδάφους 
να αποδομήσει τις υψηλές συγκεντρώσεις των γεωργικών φαρμάκων στις οποίες 
εκτίθεται (Papadopoulou et al., 2016). 
Η εφαρμογή της 3,5-DCA δεν οδήγησε σε σημαντικές μεταβολές στην αφθονία των 
ΑΟΒ ανεξάρτητα από την δόση εφαρμογής. Τα συγκεκριμένα αποτελέσματα 
έρχονται σε αντίθεση με τις μετρήσεις δυνητικής νιτροποίησης που έδειξαν 
αναστολή, έστω και προσωρινή, στην υψηλότερη δόση εφαρμογής. Η ασυμφωνία 
μεταξύ των μετρήσεων δυνητικής νιτροποίησης και αφθονίας των ΑΟΒ μπορεί να 
αποδοθεί στον περιορισμένο ρόλο των ΑΟΒ στην νιτροποίηση στο συγκεκριμένο 
έδαφος. Στην περίπτωση αυτή οι αντίστοιχες μετρήσεις για τα ΑΟΑ (μέρος της 
διατριβής του Γ.Τζηκούλη) θα πρέπει να δείξουν αναστολή της αφθονίας τους. Από 
την άλλη μεριά θα πρέπει να τονιστεί ότι οι δύο αυτές μέθοδοι δεν παρέχουν την ίδια 
πληροφορία: η δυνητική νιτροποίηση παρέχει μια εκτίμηση της λειτουργίας της 
νιτροποίησης ενώ η μέτρηση της αφθονίας των amoA αποτελεί μέτρο της αφθονίας 
των ΑΟΒ χωρίς απαραίτητα να συνεπάγεται και λειτουργία. Προηγούμενες μελέτες 
έχουν επίσης παρατηρήσει αναντιστοιχία μεταξύ μετρήσεων δυνητικής νιτροποίησης 
και αφθονίας των ΑΟΒ σε εδάφη που δέχτηκαν εφαρμογή ethoxyquin 
(Papadopoulou et al., 2016). Στην ίδια μελέτη η μέτρηση έκφραση του amoA (RT-q-
PCR) αντί αφθονίας (q-PCR) εντόπισε σημαντικές επιδράσεις του ethoxyquin, 
αντίστοιχες αυτές που παρατηρήθηκαν με την δυνητική νιτροποίηση, οι οποίες δεν 
ήταν ορατές με τις μετρήσεις αφθονίας μέσω q-PCR. 
Συνολικά η εφαρμογή 3,5-DCA στο έδαφος οδήγησε σε προσωρινή αναστολή της 
δυνητικής νιτροποίησης η οποία αποκαταστάθηκε με την ολοκλήρωση της 
αποδόμησης της 3,5-DCA. Οι επιδράσεις αυτές δεν αντικατοπτρίστηκαν στην 
αφθονία των ΑΟΒ.  
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